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(57) Abstract 



Immortalized cerebral endothelial cell lines, process for their preparation and applications thereof as a model for the study 
of cerebral physiopathology and more especially, as a cellular model of the hemato-encephalic barrier.. Said lines are obtained by 
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(57)Abrege' 

Lignees de cellules endotheliales cerebrales immortalisees, leur precede de preparation et leurs applications en tant que 
modele d'etude de la physiopathologie cerebrale et plus particulierement en tant que modele cellulaire de la barriere hemato-en- 
cephalique. Lesdites lignees sont obtenues par transfection de cellules endotheliales cerebrales par un fragment d'acide nucleique 
comprenant au moins un fragment immortalisant d'un oncogene viral ou cellulaire, eventuellement associe a au moms un gene 
marqueur et les lignees ainsi transferees sont immortalisees et presentent le phenotype non transform^ de cellules endotheliales 
cerebrales differenciees. 
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LIGNEES DE CELLULES ENDOTHELIALES CEREBRALS S IMMORTAL I - 
SEES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS APPLICATIONS 
EN TANT QUE MODELS D" ETUDE DE LA PHYSIOPATHOLOGIE CERE- 
BRALE. 

5 La prtsente invention est relative a des 

lignees de cellules endotheliales cerebrales immortali- 
sees, a leur procede de preparation et a leurs applica- 
tions en tant que modele d' etude de la physiopathologie 
c^rebrale et plus particulierement en tant que modele 

10 cellulaire de la barriere hemato-enc6phalique . 

La barriere h6matoencephalique controle les 
^changes entre le sang et le parenchyme cerebral. Elle 
est essentiellement constitute des cellules endothelials 
des microvaisseaux cerebraux, associees aux astrocytes 

15 perivasculaires . Ces cellules endotheliales prtsentent un 
phenotype unique, caracterise essentiellement par la pre- 
sence de nombreuses jonctions serrees intercellulaires et 
1' expression d' enzymes specif iques, telles que la y- 
glutamyltranspeptidase <y-GT) et la phosphatase alcaline. 

20 II est connu que l 1 induction de ce phenotype 

endothelial est controle, in vivo, par les astrocytes 
perivasculaires. L'etude in vitro des mecanismes molecu- 
laires de cette induction presente 1 ' inconvenient d'etre 
dependante de la disponibilite en cultures cellulaires 

25 primaires de cellules endothelials de microvaisseaux 
cerebraux ; de plus, outre la difficulte, a I'heure 
actuelle, de disposer de syst ernes permettant 1' analyse 
des cellules endotheliales de la barriere h&nato-encepha- 
lique, la duree de vie limitee de ces cellules en culture 

30 (de l l ordre de douze passages) conduisant, de plus, a des 
changements phenotypiques considerables concomitamment au 
vieillissement cellulaire ( DURI EU - TRAUTMANN et al . , J. 
Neurochem. , 1991) est un autre inconvenient majeur lie a 
cette etude. 

35 Les Invent eurs se sont, en consequence, donne 

pour but de pourvoir a un modele d'6tude des cellules 
endotheliales de la barriere hemato-encephalique, ne pre- 
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sentant pas les inconvenients des cultures de ces cel- 
lules et permettant 1' etude des processus neuro- et 
immuno- chimigues impliques dans le controle de l'acti- 
vite de la barriere hemato-encephalique . 
5 La presente invention a pour objet des lignees 

de cellules endotheliales cerebrales de mammifere, carac- 
terisees : 

. en ce qu'elles sont immortalis6es et presentent au 
moins I'une des caract6ristiques suivantes des cellules 
10 endotheliales cerebrales dif ferenciees, de mani&re 
stable : 

- 1' expression de marqueurs endotheliaux tels 
que l'antigene apparent e au facteur VTII, 1' enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine et des enzymes specif iques 

15 (Y"GT, phosphatase alcaline) , 

la secretion de substances vasoactives 
(endotheline, NO, prostaglandines) , 

- 1' expression de molecules du complexe majeur 
d ' histocompatibility (CMH) , 

20 - 1' expression de recepteurs hormonaux 

{recepteurs de neurotransmetteurs tels que les recepteurs 
P-adrenergiques ) , et 

- 1' existence de jonctions serrees et 

. en ce qu'elles sont susceptibles d'Stre obtenues par 
25 transfection de cellules endotheliales cerebrales par un 
fragment d'acide nucleique comprenant au moins un frag- 
ment immortalisant d'un oncogene viral ou cellulaire, 
eventuellement associe a au moins un gene marqueur. 

De telles lignees cellulaires presentent, de 
30 maniere surprenante, au moins l'une des proprietes preci- 
tees des cellules endotheliales cerebrales dif ferenciees , 
et ce, de maniere stable. 

Conformement a 1* invention, ledit gene mar- 
queur est avantageusement un gene codant pour la resis- 
35 tance a un antibiotique. 

Selon un mode de realisation avantageux de la- 
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dite lignee, elle est obtenue par transf ection de cel- 
lules endotheliales de capillaires cer£braux bovins par 
le plasmide pSV3 neo contenant le gene neo de la resis- 
tance a la neomycine et un fragment de 1' oncogene T de 
5 SV40. 

Le plasmide pSV3 neo est plus particulierement 
d£crit dans 1 'article au nom de Southern et Berg, (J. 
Mol. Appl. Genet,, 1982, 1, 327-341). 

Cette lignee cellulaire a ete denommee SV-BEC 

10 par les Inventeurs . 

Conformement a 1' invention, ladite lignee a 
ete deposee sous le n* 1-1143 en date du 19 septembre 
1991 aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes tenue par l'Institut Pasteur. 

15 Selon un autre mode de realisation avantageux 

de ladite lignee, elle est obtenue par transfection de 
cellules endotheliales de capillaires cerebraux de rat 
par un plasmide contenant la region, precoce E1A du genome 
de 1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la neoiiny- 

20 cine. 

Cette lignee cellulaire a ete denommee RBE-4 
par les Inventeurs. 

Conformement a 1' invention, ladite lignee a 
6te deposee sous le n* 1-1142 en date du 19 septembre 
25 1991 aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes tenue par l'Institut Pasteur. 

Ledit fragment oncogene viral ou cellulaire 
et/ou le gene marqueur sont sous le contrSle soit d'un 
promoteur homologue, soit d*un promoteur heterolpgue, 
30 aptes a permettre 1' expression dudit fragment immortali- 
sant . 

De maniere inattendue, lesdites lignees sont 
immortelles, pr^sentent un phenotype stable et non trans- 
forme de cellules endotheliales cerebrales dif f erenciees, 
35 possedent. .une activite de proliferation illimitee et 
presentent certaines des proprietes des cellules endothe- 
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liales cerebrales de la barriere hemato-encephalique, 
permettant notamment leur utilisation comme modele cellu- 
laire in vitro de la barriere hemato-encephalique. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede d'obtention d'une lignee cellulaire conforme a 
1' invention par une methode de transfection, leqiiel pro- 
cede est caracterise en ce que : 

on cultive des cellules endothelials de 
microvaisseaux cerebraux dans un milieu de culture conve- 
nable, supplements en serum et en facteur de croissance, 

. on les transfecte entre le 2eme et le 6eme 
passage avec un fragment d'acide nucleique comprenant au 
moins un fragment immortalisant d'un oncogene viral ou 
cellulaire et eventuellement au moins un gene marqueur, 
notamment un gene codant pour la resistance a un antibio- 
tique et 

. on selectionne les cellules transfectees sur 
un milieu de selection adapte audit gene marqueur, si 
necessaire. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du- 
dit procede, ledit fragment nucleique comprend un gene 
codant pour la resistance a la neomycine et un fragment 
d'un oncogene viral, tels qu'un fragment de 1' oncogene T 
de SV40 et un fragment contenant la region precoce E1A du 
genome de 1' adenovirus 2 ou d'un oncogene cellulaire. 

La presente invention a egalement pour objet 
un modele d' etude et d ' identification des systemes bio- 
chimiques et cellulaires de la barriere hemato-encepha- 
lique, caracteris£ en ce qu'il comprend au moins une li- 
gnee cellulaire selon 1' invention. 

Outre les dispositions qui precedent, 1' inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la pre- 
sente invention, avec reference aux dessins annexes dans 
lesquels les figures 1 a 7 illustrent les proprietes des 
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cellules SV-BEC et les figures 8 k 14 illustrent les pro- 
prieties des cellules RBE-4 . 

De maniere plus precise : 

- les figures 1A et IB illustrent l'effet du 
5 FGFb sur la proliferation des cellules SV-BEC (figure 1A) 

et des cellules CECB (figure IB) , 

- les figures 2A et 2B illustrent l'effet de 
quantites croissantes de FGFb sur les cellules SV-BEC 
(figure 2A) et des cellules CECB (figure 2B) , 

10 - les figures 3 montrent que les cellules SV- 

BEC sont des cellules endotheliales dif f erenciees (figure 
3A : presence d 1 enzyme de conversion de 1 ' angiotensine ; 
figure 3B : presence d'antigene apparente au facteur 
VIII ; figure 3C : immunocoloration avec 1 1 agglutinine 

15 Griffonia simplici folia , 

- la figure 4 montre que les cellules SV-BEC 
secretent de 1 ' endotheline-1 , 

- la figure 5 illustre une coupe verticale 
d'une monocouche confluent e de cellules SV-BEC, en 

20 microscopie electronique, 

- la figure 6 montre le nombre de sites de 
liaison 0-adrenergiques presents a la surface des cel- 
lules SV-BEC, 

- les figures 7A et 7B illustrent l'effet de 
25 1 'isoproterenol et d'un antagoniste sur la quant ite 

d'AMPc dans les cellules SV-BEC, 

- la figure 8 montre la structure du plasmide 
servant a la transfection des cellules endotheliales de 
microvaisseaux c^rebraux de rat, pour 1'obtention de la 

30 lignee immortalis£e RBE-4, 

- les figures 9A et 9B illustrent certaines 
des caracteristiques du phenotype endothelial differen- 
cie des cellules RBE-4 immortalisees : expression d'un 
antigene apparente au facteur apparente au facteur VIII 

35 (figure 9A) et coloration par la lectine Bandeiraea 
simplicifolia (figure 9B) , 
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- Les figures 9C a 9F montrent la localisation 
histochimique de y-GT, en presence de FGFb dans des 
cellules RBE-4 immortalisees, 

- Les figures 10A-F montrent la localisation 
5 histochimique de la phosphatase alcaline, en 1' absence 

(figures 10A-B) ou en presence (figures 10C-F) de FGFb, 

- Les figures 11 et 12 illustrent la synthese 
d'AMPc (figure 11) et de GMPc (figure 12) par les cel- 
lules RBE-4, 

10 - i a figure 13 illustre la secretion d'ET-l 

par les cellules RBE-4, et 

- la figure 14 illustre 1' expression des mole- 
cules de classe I et de classe II du CMH dans les cel- 
lules RBE-4. 

15 ii doit etre bien entendu, toutefois, que ces 

exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
1' ob jet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

totemple l : Preparation d'une lignee cellulaire conforme 

20 a 1' invention : cellules endothSliales de microvaisseaux 
cer6braux bovins (lignee SV-BEC) . 

Des cellules endothdliales de microvaisseaux 
cerebraux bovins sont isolees a partir du cortex c<§r6bral 
traite a la collagenase (DURIEU-TRAUTMANN et al., J. 

25 Neurochem., 1991, 5£, 3, 775-781) ; ces cellules ne sont 
pas contaminees par des cellules vasculaires de muscle 
lisse ou des pericytes. Elles sont mises en culture dans 
des boites recouvertes de gelatine a 0,2 % (p/v) conte- 
nant un milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's Medium) 

30 supplement^ en serum bovin fetal a 10 % (v/v) , en glu- 
tamine 2 mM et en FGFb a 1 ng/ml et du glucose a 1 g/1. 

Elles sont scumises a un passage hebdomadaire 
realist par resuspension dans de la trypsine-EDTA 
[0,05 %-0,02 % (p/v)] a 1 a 10 dilutions ; le milieu est 

35 change tous les 3 jours. 

La technique de coprecipitation au phosphate 
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de calcium est utilisee pour la transfection desdites 
cellules, au Seme passage, avec le plasmide pSV3 neo 
(10 Jig), contenant un fragment de 1' oncogene SV40 et le 
gene de resistance neo au medicament denomme G418 
5 (WHITLEY et al . , Mol . Cell. Endocrinol,, 1987, 52, 27£- 
284) . 

Apres selection dans un milieu contenant 
800 ^ig/ml de G418, les cellules prSsentes sont donees 
par dilution limite. 
10 On obtient ainsi le clone SV-BEC. 

E3CEMPLE 2 : CaractSristiques de la lign£e SV-BEC. 

La lignee cellulaire obtenue a l'exemple 1 
possSde un certain nombre des caracteristiques des cel- 
lules endothSliales cSrebrales. 
15 A. Ph£notYPe endothelial differencie : 

a) Besoins en FGFb et en gelatine des cellules 
SV-BEC immortalisees : 

Lorsque les cellules sont ensemencees a 
faible densite (5.10 3 cellules/cm 2 ) dans des boites de 
20 culture de tissus et cultivees sur un milieu supplements 
en serum, [DMEM supplements en serum bovin fetal (10 %) 
et glutamine (2 mM) ] , les cellules endothSliales cere- 
brales bovines (CECB) proliferent a faible taux, tandis 
que les SV-BEC arr§tent de proliferer apres 3-4 jours en 
25 culture. 

Les figures 1A et IB, qui comportent en abs- 
cisse le nombre de jours et en ordonnees le nombre de 
cellUles/cm 2 (x 10" 3 ), illustrent l'effet du FGFb sur la 
proliferation des cellules SV-BEC (figure 1A) et des cel- 
30 lules CECB (figure IB) . L 1 addition de FGFb (1 ng/ml) 
(figure 1A, courbe -B- et figure IB, courbe -A-), ame- 
liore de maniere importante le taux de croissance des 
deux types cellulaires. 

La confluence est atteinte apres 5 jours, 
35 apres addition de FGFb chaque jour. 

. La densite cellulaire maximale obtenue avec 
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les cellules SV-BEC, dans ces conditions, est seulement 
de 65 a 70 % de la densite obtenue avec les cellules 
CECB. Les taux de croissance des deux types cellulaires 
sont similaires, avec un temps de doublement de la popu- 
5 lation d' environ 12 heures, pendant la phase logarith- 
migue. 

Les figures 2A et 2B, qui comportent en abs- 
cisses les concentrations en FGFb et en ordonnees le 
nombre de cellules/cm 2 (x 10" 3 ) illustrent l'effet de 

10 quantites croissantes de FGFb sur les cellules SV-BEC 
(figure 2A) et sur les cellules CECB (figure 2B) en pre- 
sence ou en 1- absence de gelatine. La concentration de 
FGFb necessaire pour une proliferation cellulaire opti- 
male, est de 0,25 ng/ml pour les cellules SV-BEC (figure 

15 2A : boites de culture recouvertes de gelatine : courbe 
3 ; boites sans gelatine : courbe □) et de 0,5 ng/ml pour 
les cellules CECB (figure 2B : boites de culture recou- 
vertes de gelatine : courbe A ; boites sans gelatine : 
courbe □) . Dans l'essai illustre aux figures 2A et 2B, le 

20 FGFb est ajoute au jour 0 et au jour 3. 

Les reponses proliferatives des deux types 
cellulaires sont signif icativement ameliorees lorsgue les 
cellules sont ensemencees sur des boites de culture re- 
couvertes de gelatine. A confluence, les cellules SV-BEC 

25 foment une monocouche de cellules, inhibees par contact, 
b) Immunochimi e : 

Par analyse immunocy tochimique , il apparait 
que les cellules SV-BEC expriment un antigene apparente 
au facteur VIII ainsi que 1' enzyme de conversion de 
30 1' angiotensin, deux marqueurs specif iques des cellules 

endothelials . 

De plus, ces cellules sont colorees par 
l'agglutinine Griff onia simplici folia (Sigma) fluores- 
cente, qui est egalement un marqueur specif ique des cel- 
35 lules endothelials cerebrales . 

Pour ces trois tests, les cellules ont ete 
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cultivees sur des lamelles de couverture recouvertes de 
gelatine. Elles sont fixees avec un melange methanol : 
ethanol (1:1) a 22 - C pendant 20 min, ces cellules sont 
d'abord incub<§es avec des anticorps dirigds contre 
5 l'antig£ne apparente au facteur VIII ou 1' enzyme de 
conversion de 1 'angiotensine, puis avec des anticorps 
biotynilds et finalement elles sont colorees a la strep- 
tavidine f luorescente . Ces r6sultats sont observes a 
l'aide d'un microscope standard (Nikon) equipe avec une 
10 illumination en epif luorescence, 

L'agglutinine Griff onia simplici folia, marquee 
a la fluoresceine est utilisee au 1/400 dans un tampon 
PBS. 

Toutes les incubations sont de 60 minutes a 
15 temperature ambiante. 

Les cellules SV-BEC sont done de vraies cel- 
lules endothelials dif ferenciees, comme le - montrent la 
presence d'antigene apparente au facteur VIII (figure 
3B) , d*enzyme de conversion de 1 ' angiotensine (figure 3A) 
20 et 1 ' immunocoloration avec 1 ' agglutinine Griff onia 
simplicifolia (figure 3C) . 

c) Secretion de substances vasoactives : 
Les cellules SV-BEC sont egalement testees 
pour la synthase et la secretion de substances vaso- 
25 actives, en comparaison avec les cellules CECBv En utili- 
sant un radioimmunoessai , on detecte une immunoreactivit6 
apparentee a celle de 1 1 endoth61ine-l dans un milieu 
conditionne (figure 4) . Les courbes de dilution generees 
par ces milieux conditionnes sont paralleles a la courbe 
30 standard obtenue avec 1 1 endotheline-1 (ET-1) . De plus, la 
secretion observee . est lineaire en fonction du temps et 
atteint un plateau au bout de 24 heures. 
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Le protocole du RIA est le suivant : 
un antiserum de lapin specif ique de l'endo- 
theline (dilution finale de 1/300) est incube dans du 
DMEM supplement^ en serum bovin fetal (10 %), en presence 
5 de differentes concentrations d 1 endotheline non marquee 
synthetique ou de milieu conditionne, pendant 2 heures a 

37 *C (volume final : 80 \Ll) . 

De i.flSSjjET-! (io 000 cpm dans 40 Jll) est 

alors ajoutee et 1' incubation est de 16 heures a 4*C. 
10 L .[125 r]ET _ 1 Hbre et liee sont separees par addition de 

Proteine A-Sepharose , °' . 

Apres 1 heure a temperature ambiante, les 
tubes sont centrifuges, les culots laves avec un tampon 
et la radioactivite liee est comptee. 

15 La figure 4 illustre les resultats d'un tel 

essai et comporte en abscisse la concentration en endo- 
theline-1 (log fmol/tube) et en ordonnees le rapport 
lie/libre (%) . Les milieux conditionnes obtenus a partir 
de SV-BEC (courbe -H-) et a partir de CEBC (courbe -A-) 

20 sont comparees avec la courbe standard (courbe -O-) . 

B. AhsP.nrre d p tntnoriaenicite : 

Les cellules SV-BEC ne sont pas trans formees : 
en effet, comme precise ci-dessus, elles presentent une 
inhibition de contact et leur proliferation est depen- 
25 dante du FGFb exogene. 

C. Fvnr^sion des maroi ipurs de la barriere ^emaf-Q-encg- 

nhalioue : 

- Le protocole utilise est le suivant : 
Les cellules sont rincees avec un tampon PBS 
30 froid, pH 7,4, puis fixees dans du glutaraldehyde 2 % 
(v/v) dans un tampon cacodylate 0,1 M, pendant 60 min a 
4*C. Apres un rincage rapide dans le meme tampon, les 
cellules sont a nouveau fixees, soit dans du ferro-osmium 
[Os04 l%,K 4 Fe(CN) 6 0,8 %] dans un tampon cacodylate pen- 
35 dant 30 min, soit dans de l'0s0 4 aqueux 1 % et de 1' ace- 
tate d'uranyle 1 % dans de l'ethanol 50 %. 
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Ces cellules sont ensuite deshydratees dans de 
l'ethanol puis retirees des boites de culture a l'aide 
d'un trait ement court avec du butyl -2-3 -epoxy-propyl- 
ether . 

5 Les monocouches sont soigneusement recuperees 

et transferees sur de petites capsules de polyethylene et 
incluses dans un melange EPON®, en utilisant de 1'epoxy- 
1-2 -propane comme solvant intermediaire. 

De fines sections sont colorees de maniere 
10 conventionnelle avec du citrate de plomb et de 1* acetate 
d'uranyle et observees dans un appareil Philipps CM12 a 
80 kv. 

- R^sultats : 

La morphologie ultrastructurale des cellules 
15 SV-BEC est observee au microscope electronique. 

La figure 5 illustre une coupe verticale d'une 
monocouche confluente ; de nombreuses jonctions serrees 
intercellulaires sont visibles (voir les f leches) , carac- 
teristiques de la barriere hemato-encephalique . 
20 De plus, une activite y^ 1 ^ 311 ^ 1 transferase 

significative est mesuree dans les cellules confluentes 
SV-BEC (11,2 nmol.mg prot" 1 .min" 1 ) , egalement specifique 
de la barriere hemato-encephalique, selon le protocole de 
mesure de 1' activity y-glutamyl transpeptidase decrit dans 
25 ORLOWSKI et MEISTER (Proc. Natl, Acad. Sci . , 1970, £7, 
1248-1255) . 

D. CQflXP"*gsion des receoteurs ft;L_et_B2 aflsSnergjiauflg : 
* Liaison aux recepteurs. 

- PffQtQCfitLE : 

30 . Pour la mesure de la liaison des ligands p- 

adrenergiques , les cellules sont detach^es apres un court 
traitement a la trypsine-EDTA, lavees et remises en sus- 
pension (environ 10 7 cellules/ml) dans une solution salee 
de Hank supplementee avec de l'HEPES 20 mM, pH 7,4 et de 

35 la serumalbumine bovine (1 mg/ml) . 

Les cellules (10 6 ) sont incubees dans le tarn- 
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pon avec des quantites croissantes de [ 3 H] CGP 12177, 
dans un volume final de 300 Ul a 37 *C pendant 60 min. 

La liaison non specifique est mesuree en pre- 
sence de (±) alprenolol 3.10" 5 M. La reaction est arretee 
5 par addition d'l ml de tampon froid, et les echantillons 
sont immediatement filtres sur des filtres en fibre de 
verre GF/C (Whatman) . Apres lavages, la radioactivite 
retenue sur les filtres est comptee par scintillation 
liguide . 
10 - Resultats : 

La liaison du [ 3 H] CGP 12177, un antagoniste 
p-adrenergigue hydrophile, est utilisee pour, evaluer le 
nombre de sites de liaison p-adrenergiques presents a la 
surface des cellules SV-BEC. Une analyse Scatchard des 
donnees de liaison a saturation indiquent 3819 ± 
229 sites/cellule et une constante de dissociation (K D ) 
de 899 ± 113 pM (figure 6) . 

La figure 6 comporte en abscisse la concentra- 
tion en [ 3 H] CGP 12177, en nM et en ordonnee la quantite 
liee en fpmol/10 6 cellules. 
* Couplage des recepteurs a I'activite adenylate 
cyclase : accumulation d'AMPc cellulaire. 
- Protocole : 

Des aliquots de 10 5 cellules sont incubes dans 
25 un tampon (solution salee de Hank, HE PES 20 mM, pH 7,4, 
IBMX (3-isobutyl-l-methyl-xanthine) 0,5 mM) avec des 
quantites croissantes de (-) isoproterenol dans un volume 
final de 200 p.1 a 37 "C pendant 10 min. 

L' inhibition de 1 'accumulation d'AMPc cellu- 

—8 

30 laire est cestee avec de 1 1 (-) isoproterenol 3.10 , en 
presence de differentes concentrations de ligand 
CGP 2071A adrenergique Pl-selectif. Le contenu en AMPc 
esw iuesure coinme decrit dans CHAPOT et al. (Hybridoma, 
1989, £, 535-543), en utilisant le kit Amersham 

35 [ 3 H] cAMP. 
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La figure 7A montre que 1 ' (-) isoproterenol 
induit une augmentation du taux d'AMPc d'un facteur 6. 

Ces donnees indiquent une valeur de l'EC5Q de 
5 5 nM pour 1 ' (-) isoproterenol . Une inhibition biphasique 
' de l'effet de 1 ' (-) isoproterenol est observee en presence 
de CGP 20712A, suggerant 1' existence de deux populations 
de recepteurs ji-adrenergiques comme dans les cellules 
endotheliales d'origine (figure 7B) . 

10 Une analyse informatique de ces donnees revele 

que 36 % des recepteurs ont une af finite important e pour 
le CGP 20712A <IC 50 « 29 pM) et que 65 % ont une faible 
. af finite (IC50 ~ 1 nM) . Ces valeurs sont en accord avec 
les affinites connues du CGP 20712A pour les recepteurs 

15 pi et p2 adrenergiques (MARULLO et al . , Bio/Technology, 
1989, 7, 923-927) . 

La figure 7A # qui comporte en abscisse la 
concentration en (-) isoproterenol (log M) et en ordonnees 
la quantite de pmol d'AMPc/10 6 cellules, illustre l'effet 

20 de 1 1 isoproterenol sur la quantite d'AMPc dans les cel- 
lules SV-BEC et la figure 7B, qui comporte en abscisse la 
concentration en CGP 20712A (log M) et en ordonnee le 
pourcentage d'AMPc accumule, illustre 1' inhibition de cet 
effet par le CGP 20712A. 

25 EXEMPLE 3 : Preparation d'une lignee cellulaire conforme 
a. I 1 invention : cellules endotheliales de microvaisseaux 
c6r6braxix de rat Lewis (lign6e RBE-4) . 

- Des cellules endotheliales de microvaisseaux 
c6rebraux de rat Lewis sont immortalisees par transfec- 

30 tion avec un plasmide contenant la region precoce E1A du 
genome de 1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la 
neomycine sous controle du promoteur SV40 (figure 8), 
selon la meme technique que celle de l'exemple 1, apres 
mise en culture de ces cellules dans des boites recou- 

35 vertes de collagene, contenant un milieu a-MEM/FlO (2/3 ; 
1/3), supplements en serum de veau foetal a 10 %, en FGFb 
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1 ng/ml, en glutamine et en penicilline/streptomycine. 
pXEMPItB. 4 : Caract6ristiques de la lign6e RBE-4. 

La lignee cellulaire obtenue a l l exemple 3 
possede certaines des caracteristiques des cellules 
5 endothelials cerebrales, etudiees selon les memes proto- 
coles que ceux de I'exemple 2 ; elle possede notamment un 
phenotype non-trans forme : inhibition de contact, proli- 
feration dependant des facteurs de croissance et d' adhe- 
rence, expression de marqueurs de differentiation endo- 
thelial et non-tumorigenicite. 
a. Ph&iotv ne endothelial differencii. : 

Les cellules RBE-4 expriment un antigene appa- 
rente au facteur apparente au facteur VIII (figure 9A) ; 
de plus, ces cellules sont colorees par la lectine 
Bandeiraea siir&licifolia (figure 9B) ; le protocole uti- 
lise est le meme que celui de I'exemple 2 et les resul- 
tats montrent bien que les cellules RBE-4 sont des 
cellules endotheliales dif f erenciees . 

ft r Expression de maroueiirs de l a barriere hemato-engepfoi- 
HOW ' 

Les activites de deux enzymes, qui sont consi- 
derees comme des marqueurs des cellules endotheliales 
dif f erenciees des microvaisseaux cerebraux, la y-glutamyl- 
transf erase (y-GT) et la phosphatase alcaline, sont mises 
en evidence dans les cellules RBE-4, a l'aide de methodes 
histochimiques . 

Des cellules RBE-4 sont ensemencees dans des 
boites de culture de tissus et cultivees dans un milieu 
contenant du FGFb [a Medium/Ham's F10 (1:1 Seromed, 
France) , supplements avec de la glutamine 2 iriM, du serum 
de veau fetal inactive par la chaleur a 10 % et du FGFb 
1 ng/ml ; puis elles sont etalees a une densite de 10 4 
cellules/cm 2 sur des boites recouvertes de collagene] . 
Les cultures confluentes developpent, apres plusieurs 
jours, des ramifications qui s'etendent au dela de la 
monocouche et forment un reseau de structures tubulaires, 
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rappelant des capillaires (figure 9C) . Des activities y-GT 
(figure 9C) et phosphatase alcaline peuvent §tre detec- 
tees dans quelques unes de ces structures tubulaires, 
mais ne sont pas observees dans les cellules de la mono- 
5 couche environnante. 

Les cellules RBE-4 sont cocultivees avec un 
milieu conditionne ou des membranes plasmatiques soit de 
cellules astrogliales primaires de rat (figure 9D) , soit 
de cellules gliomales C6 (figure 9E) . Dans des mono- 

10 couches traitees avec des membranes plasmatiques des deux 
types pr^cites, en presence ou non de FGFb, les struc- 
tures tubulaires se developpent rapidement et forment des 
agregats informes importants ; une telle proliferation 
apparait moins evidente en milieu conditionne. Les acti- 

15 vites y-GT (figure 9F) et phosphatase alcaline (figure 
10A-F) se rencontrent dans de nombreuses cellules de ces 
structures tri-dimensionnelles, entrainant une augmenta- 
tion globale de ces deux marqueurs de la BHE dans les 
cocultures. L 1 addition d'un analogue de l'AMPc, le 8- 

20 bromo-AMPc, reduit ce processus angiogenique et induit 
1' expression d'une activite phosphatase alcaline dans 
chacune des cellules formant les structures tubulaires 
residuelles ou les agregats et dans quelques cellules de 
la monocouche. Les effets de cette substance sur la y-GT 

25 sont moins prononces . 

Les figures 9C a 9F montrent la localisation 
histochimique de y-GT, en presence de FGFb (un trait cor- 
respond a 60 Hm) : 9C : cellules RBE-4 a confluence, avec 
une structure de type capillaire et la presence de 

30 quelques cellules y-GT + ; 9D : cellules RBE-4 traitees 
pendant 6 jours avec des membranes plasmatiques d' astro- 
cytes primaires ; 9E cellules RBE-4 traitees pendant 6 
jours avec des membranes plasmatiques de cellules glio- 
males C6 ; 9F : cellules RBE-4 traitees pendant 6 jours 

35 avec des membranes plasmatiques de cellules gliomales C6 
et du 8-bromo-AMPc 0,1 mM : la plupart des cellules pre- 
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sentent une activity y-GT. 

Les figures 10A-F montrent la localisation 
histochimique de la phosphatase alcaline, en 1' absence 
(figures 10A-B) ou en presence (figures 10C-F) de FGFb : 
5 figures 10A et C : cellules RBE-4 a confluence ; figures 
10B et D : cellules RBE-4 traitees pendant 6 jours avec 
des membranes plasmatigues de cellules gliomales C6 ; fi- 
gure 10E : cellules RBE-4 traitees pendant 10 jours avec 
un milieu conditionne pour cellules gliomales C6 : figure 
10 10F : cellules en outre traitees avec du 8-bromo-AMPc 
0,1 mM. Ces differentes figures montrent que 1' expression 
de l'activite phosphatase alcaline presente la meme evo- 
lution en coculture et en presence de 8-bromo-AMPc que la 
y-GT. 

Ces differents resultats montrent que dans les 
monocouches de cellules endothelials du clone RBE-4, 
comme dans les cultures primaires de cellules endothe- 
lials microvasculaires, la formation de tubes capil- 
laires peut se produire, en presence d'un mitogene angio- 
genique soluble ; de plus, la formation d'une telle 
structure tubulaire peut §tre stimulee par des facteurs 
astrogliaux (membranaires ou solubles) . 
r - Exnrpssion d<* recent p"ts hormonaux.. 
. production d'AMPc : 

Des aliquots de 4.10 6 cellules sont incubees 
dans un tampon A [solution saline de Hank, Hepes 20 mM 
pH 7,4, IBMX 0,5 mM) en presence de quantites croissantes 
de (-) isoproterenol, dans un volume final de 250 M-l, a 
37 *C et pendant 10 minutes ; l'AMPc est mesure comme 
decrit dans DURIEU-TRAUTMANN 0. et al. (J. Neurochem. , 
1991, 775-781) , en utilisant un kit AMPc Amersham 

[ 3 H] - 

Les cellules RBE-4 ont ete testees pour leur 
capacite a produire l'AMPc sous 1' influence d'un signal 
35 de regulation extracellulaire ; la figure 11, qui com- 
porte en abscisse la concentration en isoproterenol et en 
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ordonnee la concentration en AMPc (pmol/10 5 cellules), 
montre que 1 ' isoproterenol , un agoniste p-adrenergique, 
stimule 1 1 accumulation d'AMPc dans les cellules RBE-4, 
cette stimulation etant bloquee par le propranolol. 
5 . production de GMPc : 

Des aliquots de 2.10 5 cellules sont incubees 
dans le meme tampon A que precedemment , en presence de 
qiiantites croissantes de peptides natriur^tiques (ANP) 
dans un volume final de 500 ^1 a 37 - C, pendant 
10 10 minutes. 

Lorsqu'on teste 1' activity guanylyl cyclase 
soluble, des aliquots de 10 6 cellules sont incubees dans 
le tampon A contenant du nitroprusside a 37 *C, pendant 
5 minutes . 

15 La production de GMPc, a partir de GTP, est 

catalysee par differentes enzymes : la figure 12, qui 
comporte en abscisse la concentration en ANP et en ordon- 
nee la concentration en GMPc (pmol/10 5 cellules), montre 
que le facteur atrial natriuretique (FAN ou ANP pour 
20 atrial natriuretic peptide) stimule 1 ' accumulation de 
GMPc dans les cellules RBE-4. 

Ceci montre que les cellules immortalisees 
conformes a 1' invention, RBE-4 possedent des recepteurs 
P-adrenergiques et des recepteurs FAN. 
25 D - Secre tion de substances vasoactives, 

. secretion d' endotheline-1 (ET-1) : 
Les cellules RBE-4 sont cultivees dans des 
boites contenant 24 puits, pendant 3 jours. 

Le milieu est alors change et remplace par 
30 500 [il de milieu depourvu de serum contenant de la SAB 
0,15 % et differents effecteurs aux' concentrations indi- 
quees ci-apres. 

L' incubation dure de 30 miri a 6 h. Les taux 
d'ET-l dans les surnageants de culture sont determines 
35 par EIA, base sur 1 ' utilisation d'un tandem d'anticorps 
monoclonaux diriges contre deux Epitopes differents de 
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1-ET-l (sensibilite de l'essai, de l'ordre du pg/ml) ; 
!• accumulation d'ET-1 dans le milieu extracellulaire est 
lineaire sur une periode de 6-8 heures (110±4 pg/10 cel- 
lules/h, a confluence) (figure 13), puis atteint un pla- 
teau vers la 16eme heure. Cette secretion est stimulee 
par le serum et la thrombine ; de plus, le 8-bromo-AMPc 
(0,5mM) induit un forte liberation d'ET-l, tandis que le 
8-bromo-GMPc (0,5mM) et le FAN (100 nM) inhibent cette 
secretion. 

La figure 13 met en valeur ces resultats, ob- 
tenus dans les conditions precitees : 

en presence de : 1 : rien ; 2 : 8-bromo-AMPc 
0,5 nM ; 3 : IBMX 0,5 mM et 8-bromo-AMPc 0,5 mM ; 4 : 
isoproterenol 100 UM ; 5 : 8-bromo-GMPc 0,5 mM ; 6 : FAN 
15 100 nM et 7 : IBMX 0,5 mM. Apres ces traitements, on me- 
sure I'immunoreactivite ET-1 dans les surnageants. Les 
resultats sont exprimes comme la moyenne ± SEM de 8 a 16 
determinations (p<0,01 pour les colonnes 2 a 6) . 
. secretion de NO : 

Le NO, identifie comme facteur relaxant de 
1 ' endothelium, est synthetise a partir de L-arginine par 
au moins deux NO synthases differentes (la premiere : 
dependant e du calcium et de la calmoduline et exprimee, 
de maniere constitutive, seulement dans un petit nombre 
de types cellulaires, incluant quelques neurones ; la 
deuxieme : inductible par les cytokines) . 

Des cellules RBE-4 sont cultivees dans des 
boites a 24 puits, pendant 3 jours. 

Elles sont ensuite stimulees par 1" addition de 
100 U/ml d'IFN-Y de rat et/ou de 50 U/ml de TFNa humain, 
en presence ou en 1' absence des differents effecteurs 
mentionnes ci -apres : N-methylarginine (NMA) , nitro- 
arginine(NOA) , cycloheximide (CHX) , 8-bromo-AMPc (BrAMPc) 
ou isoproterenol (ISO) . 
35 Le tableau I ci -apres montre la regulation de 

l'activite NO synthase inductible dans les cellules RBE- 
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Trait ement 


Accumulation de nitrite (MM) 


Aucun 




<0,5 


IFN 




3,1± 0,1 


TFN 




<0,5 


iso (ioo \m) 




<0,5 


TFN+IFN 




10, 0± 0,1 


TFN+IFN+NMA (100 


MM) 


1,7± 0,1 


TFN+ IFN+NOA (100 


MM) 


7,6± 0,4 


TNF+IFN+CHX (0,5 


Mg/ml) 


1,2± 0,2 


IFN+Br-AMPc (500 


MM) 


3,8± 0,1 


TNF+IFN+Br-AMPc 


(500 MM) 


15, 0± 0,4 


IFN+ISO (10 MM) 




3,9 ± 0,1 


IFN+ISO (100 MM) 




4,2 ± 0,1 


TOF+IFN+ISO (100 


MM) 


14,8 ± 0,7 



35 



La liberation de NO par . les cellules RBE-4 est 
detectee par determination colorimetrigue des nitrites 
accumul^es, apres 48 h, en a j out ant 500 \il de surnageant 
cellulaire a 500 ^1 de reactif de Greiss (sulfanilamide 
0,5 % et dihydrochlorure de naphtylethylenediamine 
0,05 %, dans de l'acide phosphorique 5 %) , puis en incu- 
bant 10 min a temperature ambiante. La DO540 est mesuree 
avec un spectrophotometre . Comme le montre le tableau I, 
seule la NO synthase inductible est detectable dans les 
cellules RBE-4. La production de nitrites par les cel- 
lules RBE-4 est induite par un traitement avec 1 1 IFN-y et 
le TNFOt potentialise cet effet. Cette activite est blo- 
qu<§e par la N-m<§thyl-arginine et d'une moindre maniere 
par la nitro-arginine. Ceci montre 1' absence d' expression 
de la NO synthase constitutive par ces cellules, ce qui 
constituerait une caracteristique particuliere des cel- 
lules endoth^liales de la barriere hemato-encephalique . 

Le tableau I montre egalemenc que le BrAMPc, 
quoique n'ayant aucun effet seul, potentialise 1' effet 
inducteur des cytokines . 
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L 1 isoproterenol stimule I'effet inducteur de 
1'IFN-y et du TNFa, bien que sans effet seul. 

L'activite de 1 • isoproterenol est dependante 
de la dose et simule celle du 8-Br-AMPc. 
5 L ' activation de la synthese de NO est precedee 

d'une lag-phase de 7-8 h. 

. secretion de prostaglandins : 
Les cellules RBE-4 secretent de maniere 
constitutive des quantites importantes de PGE 2 (> 1000 
10 pg/ml), mais pratiquement pas de 6-ceto-PGF la , le derive 
stable de la PGI 2 (< 50 pg/ml) . 

f _ p^ p ^s-inn do molecule s du C0M >1^ Tllflifflr d'histo- 

rv-impaH bilite. 

L 1 expression de molecules .de classe I et de 

15 classe II, dans les cellules RBE-4, a ete etudiee. 

Par analyse en cytometrie de flux dans des 
conditions standard, les cellules RBE-4 expriment de ma- 
niere constitutive, des molecules de classe I uniquement. 
Une analyse apres un traitement avec de 1'IFN-y, revele 

20 que 1 'expression des molecules de classe I est augmen- 
tee ; elle revele egalement une induction importante de 
1- expression des molecules de classe II (figure 14 : 
intensite de fluorescence en abscisse, nombre de 
cellules, en ordonnee) : 1' expression maximale des mole- 

25 cules de classe I est observee apres 16 heures et reste 
stable pendant plusieurs heures, tandis que 24 heures de 
traitement sont necessaires pour obtenir une expression 
optimale des molecules de classe II. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 

30 1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
raise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans s ' ecar- 

35 ter du cadre, ni de la portee de la presente invention. 
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1') Lignees de cellules endotheliales cere- 
brales de mainmifere, caracterisees : 

en ce qu'elles sont immortalis^es et presentent au 
5 moins l'une des caracteristiques suivantes des cellules 
endotheliales cerebrales dif f erenciees, de maniere 
stable : 

- I 1 expression de marqueurs endotheliaux, 

- la secretion de substances vasoactives, 

10 - 1' expression de molecules du complexe majeur 

d 1 histocompatibility (CMH) , 

- 1' expression de r^cepteurs hormonaux, et 

- 1' existence de jonctions serrees et 

. en ce qu'elles sont susceptibles d'Stre obtenues par 

15 transfection de cellules endotheliales cerebrales par un 
fragment d'acide nucleique comprenant au moins un frag- 
ment immortalisant d'un oncogene viral ou cellulaire,. 
eventuellement associe a au moins un gkne marqueur. 

2 * ) Lignee cellulaire selon la revendication 

20 1, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
obtenue par transfection de cellules endotheliales de 
capillaires cerebraux bovins par le plasmide pSV3 neo 
contenant le gene neo de la resistance a la neomycine et 
un fragment de 1' oncogene T de SV40. 

25 3') Lignee cellulaire selon la revendication 

2, caracterisee en ce qu'elle a 6te deposee sous le n* I- 
1143 en date du 19 septembre 1991 aupres de la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes tenue par 
l'Institut Pasteur. 

30 4') Lignee* cellulaire selon la revendication 

1, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
obtenue par transfection de cellules endotheliales de 
capillaires cerebraux de rat par un plasmide contenant la 
region pr^coce E1A du genome de 1* adenovirus 2 et le gene 

35 de resistance a la neomycine. 

5*) Lignee cellulaire selon la revendication 
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4< caracterisee en ce qu'elle a ete deposee sous le n* I- 
1142 en dace du 19 septembre 1991 aupres de la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes tenue par 
l'Institut Pasteur. 
5 6') Procede d'obtention d'une lignee cellu- 

laire selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, 
par une methode de transf ection, lequel procede est 

caracterise en ce que : 

on cultive des cellules endothelials de 
10 microvaisseaux cerebraux dans un milieu de culture conve- 

nable, supplement^ en serum et en facteur de croissance, 

on les transfecte entre le 2eme et le 6eme 

passage avec un fragment d'acide nucleique comprenant au 

moins un fragment immortalisant d'un oncogene viral ou 
15 cellulaire et eventuellement au moins un gene marqueur, 

notamment un gene codant pour la resistance a un antibio- 

tique et 

on selectionne les cellules transfectees sur 
un milieu de selection adapte audit gene marqueur, si 
0 necessaire. 

7*) Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que ledit fragment nucleique comprend un gene 
codant pour la resistance a la neomycine et un fragment 
d'un oncogene viral ou cellulaire. 

5 8') Procede selon la revendication 7, caracte- 

rise en ce que le fragment d' oncogene viral est choisi 
dans le groupe qui comprend des fragments d' oncogene T de 
SV40 et des fragments contenant la region precoce E1A du 
genome de 1 ' adenovirus 2 . 

0 9") Modele d'etude et d' identification des 

systemes biochimiques et cellulaires de la barriere 
hemato-encephalique, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une lignee cellulaire selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5. 
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IMMORTALIZED CEREBRAL ENDOTHELIAL CELL LINES, PROCESS FOR THEIR PRE- 
PARATION, AND APPLICATIONS THEREOF AS A MODEL FOR THE STUDY OF CEREBRAL 
PHYS IOPATHOLOGY . 

The present invention concerns immortalized cerebral endothelial 
cell lines, a process for their preparation, and applications thereof as 
a model for the study of cerebral physiopathology and, more 
specifically, as a cell model for the blood-brain barrier. 

The blood-brain barrier controls exchanges between the blood and 
the cerebral parenchyma. It consists essentially of the endothelial 
cells of the cerebral microvessels associated with the perivascular 
astrocytes. These endothelial cells exhibit a unique phenotype 
characterized essentially by the presence of numerous close-knit 
intercellular junctions and the expression of specific enzymes such as 
Y-glutamyltranspeptidase (y-GT) and alkaline phosphatase. 

It is known that induction of this endothelial phenotype is 
controlled in vivo by the perivascular astrocytes. In vitro study of 
the molecular mechanisms of that induction is hindered by dependance on 
the availability of primary cell cultures of endothelial cells of 
cerebral microvessels; moreover, aside from the difficulty at the 
present time of having available systems permitting the analysis of 
endothelial cells of the blood-brain barrier, the limited life span of 
these cells in culture (on the order of 12 passages) leading, 
furthermore, to considerable phenotypic changes that are concomitant 
with aging of the cells (DURIEU-TRAUTMANN et al . , J. Neurochem. , 1991) 

'Numbers in the margin indicate pagination in the foreign text. 



is another major problem associated with such studies. 

Therefore, the objective of the inventors was to find a model for 
the study of endothelial cells of the blood-brain barrier presenting no 
hindrances to the culturing of these cells and allowing the study of /; 
the neuro- and immuno- chemical processes implicated in the control of 
the activity of the blood-brain barrier. 

The object of the present invention is mammalian cerebral 
endothelial cell lines, characterized: 

• by the fact that they are immortalized and exhibit at least one of 
the following characteristics of differentiated cerebral endothelial 
cells in a stable manner: 

- the expression of endothelial markers such as the antigen 
related to factor VIII, the enzyme for the conversion of angiotensin and 
specific enzymes (y-GT, alkaline phosphatase) , 

- the secretion of vasoactive substances (endothelin, NO, 
prostaglandins) , 

- the expression of molecules of the major histocompatibility 

complex (MHC) , 

the expression of hormonal receptors (receptors for 
neurotransmitters such as the (5 -adrenergic receptors) , and 

- the existence of close-knit junctions, and 

• by the fact that they can be obtained by transfection of cerebral 
endothelial cells by a nucleic acid fragment comprising at least one 
immortalizing fragment of a viral or cellular oncogene, possibly 
associated with at least one marker gene. 

Such cell lines, surprisingly, exhibit at least one of the 
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aforementioned properties of differentiated cerebral endothelial cells, 
and do so in a stable manner. 

In keeping with the invention, said marker gene is, to good 
advantage, a gene coding for resistance to an antibiotic. 

According to an advantageous mode of implementing said line, it is 
obtained by transfection of endothelial cells of bovine cerebral capil- /3 
laries by the neo pSV3 plasmid containing the neo gene for resistance to 
neomycin and a fragment of the T oncogene of SV40. 

The neo pSV3 plasmid is described in greater detail in the article 
by Southern and Berg (J. Mol. Appl. Genet., 1982, 1, 327-341). 

This cell line was given the name SV-BEC by the inventors. 

In keeping with the invention, said line was filed under the number 
1-1143 on September 19, 1991 with the National Collection of 
Microorganism Cultures maintained by the Pasteur Institute. 

According to another advantageous method of implementing said line, 
it is obtained by transfection of endothelial cells of the cerebral 
capillaries of the rat by a plasmid containing the precocious E1A region 
of the genome of the adenovirus 2 and the gene for resistance to 
neomycin. 

This cell line has been named RBE-4 by the inventors. 

In keeping with the invention, said line was filed under the number 
1-1142 on September 19, 1991 with the National Collection of 
Microorganism Cultures maintained by the Pasteur Institute. 

Said viral or cell oncogene fragment and/or the marker gene are 
controlled either by a homologous promoter or a heterologous promoter 
which is apt to allow the expression of said immortalizing fragment. 
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In a manner that was not expected, said lines are immortal, exhibit 
a phenotype of differentiated cerebral endothelial cells that is stable 
and untrans formed, possess unlimited proliferation activity, and exhibit 
certain properties of the cerebral endothelial cells of the blood-brain /a 
barrier, which, in particular, allow them to be used as an in vitro cell 
model of the blood- brain barrier. 

The object of the present invention is also a process for obtaining 
a cell line according to the invention by a transfection method, whereby 
said process is characterized by the fact that: 

• the cerebral microvessel endothelial cells are cultivated in a 
suitable culture medium, supplemented by serum and growth factor, 

• they are transfected between the 2nd and 6th passage with a 
nucleic acid fragment comprising at least one immortalizing fragment of 
a viral or cell oncogene and possibly at least one marker gene, 
specifically a gene that codes for resistance to an antibiotic, and 

• the cells that have been transfected are selected on a selection 
medium adapted to said marker gene, if necessary. 

According to one advantageous embodiment of said process, said 
nucleic fragment includes one gene that codes for resistance to neomycin 
and one fragment of a viral oncogene, such as a fragment of the T 
oncogene of SV40 and a fragment containing the precocious E1A region of 
the genome of the adenovirus 2 or of a cell oncogene. 

The object of the present invention is likewise a model for the 
study and identification of biochemical and cell systems of the blood- 
brain barrier, characterized by the fact that it includes at least one 
cell line according to the invention. 
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Aside from the preceding features, the invention has still other 
features that will become evident in the description to follow, which 
makes reference to examples of embodiments of the process that is the 
object of the present invention, referring to the diagrams in the 
attachments, where Figures 1 through 7 illustrate the properties of SV- 
BEC cells and Figures 8 through 14 illustrate the properties of RBE-4 /5 
cells . 

More precisely: 

- Figures 1A and IB show the effect of FGFb on the proliferation of 
SV-BEC cells (Figure 1A) and CECB cells (Figure IB) , 

- Figures 2A and 2B show the effect of increasing amounts of FGFb 
on SV-BEC cells (Figure 2A) and CECB cells (Figure 2B) , 

- Figures 3 show that the SV-BEC cells are differentiated 
endothelial cells (Figure 3A: presence of the enzyme for angiotensin 
conversion; Figure 3B: presence of the antigen related to factor VIII; 
Figure 3C: immunocoloration with Griff onia simplicifolia agglutinin, 

- Figure 4 shows that the SV-BEC cells secrete endothelin-1, 

- Figure 5 shows a vertical section of a confluent monolayer of SV- 
BEC cells using electron microscopy, 

- Figure 6 shows the number of p- adrenergic bonding sites that 
exist on the surface of the SV-BEC cells, 

- Figures 7A and 7B show the effect of isoproterenol and an 
antagonist on the amount of AMPc in the SV-BEC cells, 

- Figure 8 shows the structure of the plasmid serving the 
transfection of the endothelial cells of rat cerebral microvessels in 
order to obtain the immortalized RBE-4 line, 
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Figures 9A and 9B show certain characteristics of the 
differentiated endothelial phenotype of the immortalized RBE-4 cells: 
expression of an antigen related to the factor related to factor VIII 
(Figure 9A) and staining by the Bandeiraea simplicifolia lectin (Figure 
9B) , 

- Figures 9C through 9F show the histochemical localization of y /6 
GT in the presence of FGFb in the immortalized RBE-4 cells, 

- Figures 10A-F show the histochemical localization of alkaline 
phosphatase in the absence (Figures 10A-B) or presence (Figures 10C-F) 
of FGFb, 

- Figures 11 and 12 show the synthesis of AMPc (Figure 11) and of 
GMPc (Figure 12) by the RBE-4 cells, 

- Figure 13 shows the secretion of ET-1 by the RBE-4 cells, and 

- Figure 14 shows the expression of Class I and Class II MHC 
molecules in the RBE-4 cells. 

It should be well understood, however, that these examples are 
provided solely by way of illustration of the object of the invention, 
without in any way limiting said object. 

EXAMPLE 1 : Preparation of a cell line according to the invention: 
endothelial cells of bovine cerebral microvessels (SV-BEC line) . 

Endothelial cells of bovine cerebral microvessels are isolated on 
the basis of cerebral cortex that has been treated with collagenase 
(DURIEU-TRAUTMANN et al . , J. Neurochem. , 1991, Sfi, 3, 775-781); these 
cells are not contaminated by smooth muscle vascular cells or pericytes. 
They are cultured in bottles with a 0.2% (p/v) gelatine covering that 
contains a DMEM medium (Dulbecco's modified Eagle's medium) supplemented 
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by 10% (v/v) fetal bovine serum, 2 mM glutamine, and 1 ng/ml FGFb and 1 
g/1 glucose. 

They undergo a weekly passage carried out by a process of 
resuspension in trypsin-EDTA [0.05% - 0-02% (p/v) ] at 1 to 10 dilutions; 
the medium is changed every 3 days. 

The technique of calcium phosphate coprecipitation is used to 
transfect said cells at the 5th passage with neo pSV3 plasmid (10 fig) , 
containing a fragment of the SV40 oncogene and the neo gene for 
resistance to the medication called G418 (WHITLEY et al . , Mol. Cell. 
Endocrinol., 1987, 52, 222-284). 

Following selection in a medium containing 800 fig/ml of G418, the 
existing cells are cloned by limit dilution. 

In this manner, the SV-BEC clone is obtained. 
EXAMPLE 2 : Characteristics of the SV-BEC line. 

The cell line obtained in Example 1 has a certain number of 
characteristics of cerebral endothelial cells. 
A. Differentiated endothelial phenotvpe : 

a) FGFb and gelatine needs of the immortalized SV-BEC cells: 

• When the cells are sown at low density (5*10 3 cells/cm 2 ) in tissue 
culture bottles and cultivated on a medium supplemented by serum, [DMEM 
supplemented by fetal bovine serum (10%) and glutamine (2 mM) ] , the 
bovine cerebral endothelial cells (CECB) proliferate slowly, while the 
SV-BEC cells cease proliferation after 3-4 days in culture. 

Figures 1A and IB, on whose abscissa is found the number of days, 
with the number of cells/cm 2 (x 10" 3 ) appearing on the ordinates, show 
the effect of the FGFb on the proliferation of SV-BEC cells (Figure 1A) 
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and CECB cells (Figure IB) . Adding FGFb (1 ng/ml) (Figure 1A # curve 
marked with squares, and Figure IB, curve marked with triangles) 
considerably improves the growth rate of both cell types. 

Confluence is achieved after 5 days, after adding FGFb every day. 

• The maximum cell density obtained with the SV-BEC cells under /8 
these conditions is a mere 65 to 70% of the density obtained with the 
CECB cells. The growth rates of the two cell types are similar, 
requiring about 12 hours for the population to double, during the 
logarithmic phase. 

• Figures 2 A and 2B, where FGFb concentrations appear on the 
abscissa, with the number of cells/cm 2 (x 10" 3 ) on the ordinates, show 
the effect of increasing amounts of FGFb on the SV-BEC cells (Figure 2A) 
and on CECB cells (Figure 2B) in the presence and absence of gelatine. 
The concentration of FGFb needed for optimal cell proliferation is 0.25 
ng/ml for the SV-BEC cells (Figure 2A: culture bottles with gelatine 
covering: curve marked with dark squares; bottles without gelatine: 
curve marked with light squares) and 0.5 ng/ml for CECB cells (Figure 
2B: culture bottles with gelatine covering: curve marked with dark 
triangles; bottles without gelatine: curve marked with light squares) . 
In. the test shown in Figures 2A and 2B, the FGFb is added on day 0 and 
day 3. 

The proliferation responses of the two cell types are significantly 
improved when the cells are sown on culture bottles with gelatine 
coverings. At confluence, the SV-BEC cells form a monolayer of cells, 
inhibited by contact. 
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b) Immunochemistry: 

Based on immunocytochemical analysis, the SV-BEC cells are found to 
express an antigen related to factor VIII as well as the enzyme of 
angiotensin conversion, two specific markers of endothelial cells. 

In addition, these cells are stained by the fluorescent agglutinin 
Griffonia simplicifolia (Sigma) , which is likewise a specific marker of 
cerebral endothelial cells. 

For these three tests, the cells were cultivated on cover slips 
with a gelatine covering. They were fixated with a mixture of 
methanol :ethanol (1:1) at 22°C for 20 minutes after having been 
incubated first with antibodies directed against the antigen related to 
factor VIII or the angiotensin conversion enzyme, and then with 
biotynilated antibodies, and finally being stained with fluorescent 
streptavidine . These results are observed with the aid of a standard 
microscope (Nikon) equipped with illumination by epif luorescence . 

The agglutinin Griffonia simplicifolia, marked with fluorescin, is 
used at 1/400 in a PBS buffer. 

All incubations last 60 minutes at room temperature. 

The SV-BEC cells are thus true differentiated endothelial cells, as 
evidenced by the presence of the antigen related to factor VIII (Figure 
3B) , the angiotensin conversion enzyme (Figure 3A) , . and the 
immunocoloration with the agglutinin Griffonia simplicifolia (Figure 
3C) . 

c) Secretion of vasoactive substances: 

The SV-BEC cells are also tested for the synthesis and secretion of 
vasoactive substances, as compared to the CECB cells. On the basis of 
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a radioimmunoassay, immunoreactivity related to that of endothelin-l is 
detected in a conditioned medium (Figure 4) . The dilution curves 
generated by these conditioned media are parallel to the standard curve 
obtained with endothelin-l (ET-1). Furthermore, the observed secretion 
is a linear function of time, and reaches a plateau after 24 hours. 

The RIA protocol is as follows: /10 
A rabbit antiserum that is specific for endothelin (final dilution 
of 1/300) is incubated in DMEM supplemented by fetal bovine serum (10%) , 
in the presence of different concentrations of synthetic unmarked 
endothelin or a conditioned medium, for 2 hours at 37°C (final volume: 
80 fil) . 

Then [ 125 I]ET-1 (10,000 cpm in 40 pi) is added with incubation 
lasting 16 hours at 4°C. The free and bonded [ 125 I]ET-1 are separated by 
adding protein A-Sepharose®. 

After 1 hour at room temperature, the tubes are centrifuged, the 
caps are washed in a buffer, and the related radioactivity is measured. 

Figure 4 shows the results of such an assay, where the 
concentration of endothelin-l (log fmol/tube) appears on the abscissa, 
with the ratio of bonded/free (%) shown on the ordinates. The 
conditioned media obtained on the basis of SV-BEC (curve marked with 
dark squares) and CEBC (curve marked with dark triangles) are compared 
to the standard curve (curve marked with light circles) . 
B. Absence of t umorigenicity : 

The SV-BEC cells are not transformed: in fact, as pointed out 
above, they exhibit contact inhibition and their proliferation depends 
on exogenous FGFb. 
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Expres sion of markers of the blood-brain barrier: 

- The following protocol was used: 

The cells are rinsed with a cold PBS buffer, pH 7.4, and then 
fixated in 2% (v/v) glutaraldehyde in a 0,1 M cacodylate buffer for 60 
minutes at 4°C. After rapid rinsing in the same buffer, the cells are 
fixated once again, either in f erro-osmium [Os04 1%, K 4 Fe(CN) 6 0.8%] in 
a cacodylate buffer for 30 minutes, or in 1% aqueous Os0 4 and 1% uranyl 
acetate in 50% ethanol. 

These cells are then dehydrated in ethanol, and after that, re- /ll 
tracted from the culture bottles by means of a short treatment with 
butyl- 2- 3 -epoxy -propyl ether. 

The monolayers are carefully recovered and transferred onto small 
polyethylene capsules and enclosed in an EPON® mixture, using epoxy- 1-2- 
propane as the intermediate solvent. 

Fine sections are conventionally stained with lead citrate and 
uranyl acetate, and observed in a Philipps CM12 apparatus at 80 kv. 

- Results: 

The ultras tructural morphology of the SV-BEC cells is observed 
under an electron microscope. 

Figure 5 shows a vertical section of a confluent monolayer; 
numerous close-knit intercellular junctions are visible (see arrows) , a 
characteristic of the blood-brain barrier. 

In addition, significant y-glutamyl transferase activity is 
measured in the confluent SV-BEC cells (11.2 nmol.mg prot" 1 .min" 1 ) , which 
is also characteristic of the blood-brain barrier, based on the protocol 
for measurement of y-glutamyl transpeptidase described in ORLOWSKI and 
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MEISTER (Proc. Natl, Acad. Sci., 1970, £2, 1248-1255). 
D. Coexpreasion o f Bl- and B2 -adrenergic receptors: 

* Bonding to the receptors. 

- Protocol : 

• In order to measure the bonding of (5 -adrenergic ligands, the 
cells are detached after a short treatment with EDTA trypsin, washed, 
and placed back into suspension (approximately 10 7 cells/ml) in a Hank 
saline solution supplemented with 20 mM HEPES, pH 7.4, and bovine serum 
albumin (1 mg/ml) . 

The cells (10 6 ) are incubated in the buffer with increasing 
amounts of [ 3 H] CGP 12177, in a final volume of 300 pi at 37°C for 60 
minutes . 

The non-specific bond is measured in the presence of (±) alprenolol 
3»10~ 5 M. The reaction is stopped by adding 1 ml of cold buffer, and the 
samples are immediately filtered through GF/C fiberglass filters 
(Whatman). After washings, the radioactivity retained in the filters is 
measured by liquid scintillation. 

- Results: 

The bonding of [ 3 H] CGP 12177, a hydrophilic (J- adrenergic 
antagonist, is used to evaluate the number of p -adrenergic bonding sites 
present on the surface of the SV-BEC cells. A Scatchard analysis of the 
bonding data at saturation indicates 3 819 ± 229 sites/cell and a 
dissociation constant (K D ) of 899 ± 113 pM (Figure 6) . 

Figure 6 has the concentration of [ 3 H] CGP 12177 on the abscissa in 
nM, with the bonded quantity of fpmol/10 6 cells on the ordinate. 

* Coupling of receptors to adenylate cyclase activity: accumulation of 
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cell AMPc. 

- Protocol : 

Aliquots of 10 6 cells are incubated in a buffer (Hank saline 
solution, HEPES 20 mM, pH 7.4, IBMX (3 - isobutyl- 1-methyl -xanthine) 0.5 
mM) with increasing amounts of (-) isoproterenol , in a final volume of 
200 fil at 37°C for 10 minutes. 

Inhibition of cell AMPc accumulation is tested with (-) iso- 
proterenol 3*10" 8 in the presence of different concentrations of pl- 
selective adrenergic CGP 2071A ligand. The AMPc content is measured in 
the manner described by CHAPOT et al. (Hybridoma, 1989, &, 535-543), 
using the Amersham [ 3 H] cAMP kit. 

- Results: 

Figure 7A shows that the ( - ) isoproterenol induces an increase in 
the level of AMPc by a factor of 6. 

These data indicate an EC 50 value of 5 nM for the (-) isoproterenol . 
A biphasic inhibition of the effect of (-) isoproterenol is observed in 
the presence of CGP 20712A, suggesting the existence of two populations 
of P-adrenergic receptors as in the original endothelial cells (Figure 
7B) . 

A computerized analysis of these data reveals that 36% of the 
receptors have a strong affinity for CGP 20712A (IC 50 « 29 pM) , and that 
65% have a weak affinity (IC 50 = 1 nM) . These values are consistent with 
the known affinities of CGP 20712A for the pi- and (32 -adrenergic 
receptors (MARULLO et al., Bio/Technology, 1989, 2, 923-927). 

Figure 7A, in which the abscissa shows the concentration of (-) iso- 
proterenol (log M) and the ordinate the quantity of pmol of AMPc/10 6 
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cells, illustrates the effect of isoproterenol on the quantity of AMPc 
in the SV-BEC cells, and Figure 7B, showing the concentration of CGP 
20712A (log M) on the abscissa and the cumulative percentage of AMPc on 
the ordinate, illustrates the inhibition of this effect by the CGP 
20712A. 

EXAMPLE 3 ; Preparation of a cell line according to the invention: 
endothelial cells of cerebral microvessels of the Lewis rat (RBE-4 
line) . 

- Endothelial cells of cerebral microvessels of the Lewis rat are 
immortalized by transfection with a plasmid containing the precocious 
E1A region of the genome of the adenovirus 2 and the gene for resistance 
to neomycin under the control of the SV40 promoter (Figure 8) , according 
to the same technique as that used in Example 1 subsequent to having 
placed these cells for culturing in bottles with a collagen covering, 
containing an a-MEM/FlO (2/3; 1/3) medium, supplemented by fetal calf 
serum at 10%, 1 ng/ml FGFb, glutamin, and penicillin/streptomycin. /14 
EXAMPLE 4 : Characteristics of the RBE-4 line. 

The cell line obtained in Example 3 has certain characteristics of 
cerebral endothelial cells studied according to the same protocols as 
those used in Example 2; in particular, it has a non- transformed 
phenotype: contact inhibition, proliferation depending on factors of 
growth and adherence, the expression of markers of endothelial 
differentiation, and non- tumorigenicity . 
A. Differentiated endothelial phenotyp e: 

The RBE-4 cells express an antigen related to the factor related to 
factor VIII (Figure 9A) ; furthermore, these cells are stained by the 
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lectin Bandeiraea simplicifolia (Figure 9B) ; the protocol used is the 
same as that in Example 2 and the results clearly show that the RBE-4 
cells are differentiated endothelial cells. 
B. Expression of markers of the blood-brain barrier: 

The activities of two enzymes considered to be markers of 
differentiated endothelial cells of cerebral microvessels , i.e., y- 
glutamyl transferase (y-GT) and alkaline phosphatase, are evident in the 
RBE-4 cells using histochemical methods. 

The RBE-4 cells are sown in tissue culturing bottles and cultivated 
in a medium containing FGFb [a Medium/Ham 1 s F10 (1:1 Seromed, France), 
supplemented by 2 mM glutamin, 10% fetal calf serum inactivated by heat, 
and 1 ng/ml FGFb; then they are spread out to a density of 10 4 cells/cm 2 
on bottles with a collagen covering] . After several days, the confluent 
cultures develop ramifications extending beyond the monolayer and form 
a network of tubular structures reminiscent of capillaries (Figure 9C) . /15 
Activities of y-GT (Figure 9C) and alkaline phosphatase can be detected 
in some of these tubular structures, but are not observed in the 
surrounding monolayer. 

The RBE-4 cells are co- cultivated with a conditioned medium or 
plasmatic membranes, either of primary astroglial cells of the rat 
(Figure 9D) or of C6 gliomal cells (Figure 9E) . In the monolayers 
treated with the two aforementioned types of plasmatic membranes, 
whether or not FGFb is present, the tubular structures develop rapidly 
and form large amorphous aggregates; such proliferation is less evident 
in the conditioned medium. y-GT (Figure 9F) and alkaline phosphatase 
(Figure 10A-F) activities are encountered in numerous cells of these 



16 



three-dimensional structures, leading to a global augmentation of these 
two markers of the BHE in the co-cultures. The addition of an analog of 
AMPc, 8-bromo-AMPc, decreases this angiogenic process and induces the 
expression of alkaline phosphatase activity in each of the cells forming 
the residual tubular structures or the aggregates, and in some cells of 
the monolayer. The effects of this substance on y-GT are less 
pronounced. 

Figures 9C through 9F illustrate the histochemical localization of 
y-GT in the presence of FGFb (one dash corresponds to 60 fxxa) : 9C: RBE-4 
cells at confluence, with a capillary- type structure and the presence of 
some y-GT + cells; 9D: RBE-4 cells treated for 6 days with plasmatic 
membranes of primary astrocytes; 9E: RBE-4 cells treated for 6 days with 
plasmatic membranes of C6 gliomal cells; 9F: RBE-4 cells treated for 6 
days with plasmatic membranes of C6 gliomal cells and 0.1 mM 8-bromo- 
AMPc: most of the cells exhibit y-GT activity. /l€ 

Figures 10A-F show the histochemical localization of alkaline 
phosphatase in the absence (Figures 10A-B) or presence (Figures 10C-F) 
of FGFb: Figures 10A and C: RBE-4 cells at confluence; Figures 10B and 
D: RBE-4 cells treated for 6 days with plasmatic membranes of C6 gliomal 
cells; Figure 10E: RBE-4 cells treated for 10 days with a conditioned 
medium for C6 gliomal cells; Figure 10F: cells treated additionally with 
0.1 mM 8-bromo-AMPc. These different figures show that the expression 
of the alkaline phosphatase activity takes the same course in co- culture 
and in the presence of 8-bromo-AMPc as does y-GT. 

These different results show that in the monolayers of endothelial 
cells of the RBE-4 clone, as in the primary cultures of microvascular 
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endothelial cells, the formation of capillary tubes takes place in the 
presence of a soluble angiogenic mitogen; furthermore, the formation of 
such a tubular structure can be stimulated by astroglial factors 
(membranous or soluble) . 
C. Exp ression of hormonal receptors. 

• Production of AMPc: 

Aliquots of 4*10 6 cells are incubated in a buffer A (Hank saline 
solution, Hepes 20 mM pH 7.4, IBMX 0.5 mM) in the presence of increasing 
quantities of (-) isoproterenol , in a final volume of 250 jzl at 37°C for 
10 minutes; the AMPc is measured as described in DURIEU-TRAUTMANN 0. et 
al. (J. Neurochem. , 1991, 775-781), using an Amersham [ 3 H] AMPc kit. 

The RBE-4 cells had been tested for their ability to produce AMPc 
under the influence of an extracellular regulating signal; Figure 11, 
showing the concentration of isoproterenol on the abscissa and the con- 
centration of AMPc (pmol/10 5 cells) on the ordinate, shows that isopro- 
terenol, a p -adrenergic agonist, stimulates the accumulation of AMPc in 
the RBE-4 cells, with said stimulation being blocked by propranolol. 

• Production of GMPc: 

Aliquots of 2»10 5 cells are incubated in the same buffer A as above 
in the presence of increasing quantities of natriuretic peptides (ANP) , 
in a final volume of 500 /xl at 37°C for 10 minutes. 

At the time of testing for soluble guanylyl cyclase activity, 
aliquots of 10 6 cells are incubated in buffer A containing nitroprusside 
at 37°C for 5 minutes. 

Production of GMPc on the basis of GTP is catalyzed by various 
enzymes: Figure 12, showing the concentration of ANP on the abscissa and 
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the ET-1 immunoreactivity in the supernatants is measured. The results 
are expressed as the mean ± SEM from 8 to 16 measurements (p<0.01 for 
columns 2 to 6) . 

• Secretion of NO: 

NO, identified as a relaxing factor of the endothelium, is 
synthesized on the basis of L-arginine by at least two different NO 
synthases (the first, depending on calcium and calmodulin and expressed 
in a constitutive manner in only a small number of cell types, including 
some neurons; the second, inducible by cytokines) . 

The RBE-4 cells are cultivated in bottles with 24 wells for 3 days. 

They are then stimulated by adding 100 U/ml of IFN-y of the rat 
and/or 50 U/ml of human TFNot in the presence or absence of the various 
effectors mentioned below: N-methylarginine (NMA) , nitro-arginine (NOA) , 
cycloheximide (CHX) , 8-bromo-AMPc (BrAMPc) , or isoproterenol (ISO) . 

Table I below shows regulation of the activity of NO synthase which 
is inducible in the RBE-4 cells, /19 
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Treatment 


Nitrite accumulation (/xM) 


None 




<0.5 


I FN 




3.1 


± 0.1 


TFN 




<0.5 


ISO (100 Jim) 


<0.5 


TFN + 


I FN 


10.0 


± 0.1 


TFN + 


I FN + NMA (100 fim) 


1.7 


± 0.1 


TFN + 


I FN + NOA (100 /un) 


7.6 


±0.4 


TFN + 


I FN + CHX (0.5 Jig/ml) 


1.2 


± 0.2 


I FN + 


Br - AMPc (500 (Mi) 


3.8 


± 0.1 


TFN + 


I FN + Br - AMPc (500 /im) 


15.0 


± 0.4 


I FN + 


ISO (10 /xm) 


3.9 


± 0.1 


I FN + 


ISO (100 fim) 


4.2 


± 0.1 


TFN + 


I FN + ISO (100 fim) 


14.8 


± 0.7 



Release of NO by the RBE-4 cells is detected by a colorimetric 
determination of the accumulated nitrites after 48 hours, by adding 500 
fil of cell supernatant to 500 pi of Greiss reagent (0.5% sulfanilamide 
and 0,05% naphthylethylenediamine dihydrochloride in 5% phosphoric 
acid) , followed by incubation for 10 minutes at room temperature. The 
DO 540 is measured with a spectrophotometer. As shown by Table I, only 
the inducible NO synthase can be detected in the RBE-4 cells. The 
production of nitrites by RBE-4 cells is induced by treatment with IFN- 
y, and TFNa enhances this effect. This activity is blocked by N- methyl 
arginine and, to a lesser degree, by nitro-arginine. This shows the 
absence of. the expression of constitutive NO synthase by these cells, 
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which would represent a unique characteristic of endothelial cells of 
the blood-brain barrier. 

Table I also shows that BrAMPc, although devoid of any effect on 
its own, enhances the inductive effect of cytokines. 

Isoproterenol stimulates the inductive effect of IFN-y and TFNa, /20 
although it has no effect on its own. 

The activity of isoproterenol is dose dependent and resembles that 
of 8-Br-AMPc. 

Activation of NO synthesis is preceded by a 7-8 hour lag phase. 
• Secretion of prostaglandins: 

RBE-4 cells secrete large amounts of PGE 2 in a constitutive manner 
(>1000 pg/ml), but practically no 6-ceto-PGF la , which is the stable 
derivative of PGI 2 (<50 pg/ml) . 

E . Expression of molecules of the major complex of histocompatibility. 

Expression of Class I and Class II molecules in RBE-4 cells was 
studied. 

By cytometric analysis of flux under standard conditions, the RBE-4 
cells express solely Class I molecules in a constitutive manner. An 
analysis following treatment with IFN-y revealed that the expression of 
Class I molecules was augmented; it showed, furthermore, a strong 
induction of the expression of Class II molecules (Figure 14: intensity 
of fluorescence on the abscissa and number of cells on the ordinate) : 
the maximum expression of Class I molecules is observed after 16 hours 
and remains stable for several hours, whereas 24 hours of treatment are 
required to obtain an optimal expression of Class II molecules. 

As follows from the above, the invention is in no way limited to 
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these methods of implementation, execution, and application that have 
just been described in rather explicit detail; on the contrary, it 
encompasses all variants that may occur to the mind of a technician in 
the subject without going beyond the framework or reach of the present 
invention. 

[Optional page concerning the microorganism mentioned on page 3, line /2l 
12 of the original, indicating address of the institutional depository] 

[Optional page concerning the microorganism mentioned on page 3, line /22 
24 of the original, indicating address of the institutional depository] 

CLAIMS /22 
1) Mammalian cerebral endothelial cell lines, characterized by the 
fact that: 

• they are immortalized and exhibit at least one of the following 
characteristics of differentiated cerebral endothelial cells in a stable 
manner: 

- the expression of endothelial markers, 

- the secretion of vasoactive substances, 

- the expression of molecules of the major histocompatibility 
complex (MHC) , 

- the expression of hormonal receptors, and 

- the existence of close-knit junctions, and 

• they can be obtained by transfection of cerebral endothelial cells 
by a fragment of nucleic acid containing at least one immortalizing 
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fragment of a viral or cell oncogene, possibly associated with at least 
one marker gene. 

2) A cell line according to Claim 1, characterized by the fact that 
it can be obtained by transfection of endothelial cells of bovine 
cerebral capillaries by neo pSV3 plasmid containing the neo gene for 
resistance to neomycin and a fragment of the T oncogene of SV40. 

3) A cell line according to Claim 2, characterized by the fact that 
it has been placed in the depository under the number 1-1143 on 
September 19, 1991 at the National Collection of Microorganism Cultures 
maintained by the Pasteur Institute. 

4) A cell line according to Claim 1, characterized by the fact that 
it can be obtained by transfection of endothelial cells of cerebral 
capillaries of the rat by a plasmid containing the precocious E1A region 
of the genome of the adenovirus 2 and the gene for resistance to 
neomycin. 

5) A cell line according to Claim 4, characterized by the fact that 
it was placed in the depository under the number 1-1142 on September 
19, 1991 at the National Collection of Microorganism Cultures maintained 
by the Pasteur Institute. 

6) A process for obtaining a cell line according to any of Claims 
1 through 5 by a method of transfection, said process being 
characterized by the fact that: 

• endothelial cells of the cerebral microvessels are cultivated in 
a suitable culture medium, supplemented by serum" and growth factor, 

• they are transfected between the 2nd and 6th passage with a 
fragment of nucleic acid containing at least one immortalizing fragment 



of a viral or cell oncogene and possibly at least one marker gene, in 
particular a gene coding for resistance to an antibiotic, and 

• the transfected cells are selected on a selection medium that is 
adapted to said marker gene, if necessary. 

7) A process according to Claim 6, characterized by the fact that 
said nucleic fragment contains a gene coding for resistance to neomycin 
and a fragment of a viral or cell oncogene. 

8) A process according to Claim 7, characterized by the fact that 
the fragment of the viral oncogene is chosen from the group containing 
fragments of the T oncogene of SV40 and fragments containing the 
precocious E1A region of the genome of the adenovirus 2. 

9) A model for the study and identification of biochemical and 
cellular systems of the blood-brain barrier, characterized by the fact 
that it contains at least one cell line according to any of Claims 1 
through 5 . 
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FIGURE 4 
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FIGURE 8 



gene de resistance AMP = AMP gene for resistance 

region E1A de I 1 adenovirus 2 = E1A region of the adenovirus 2 

promoteur SV40 « SV40 promoter 

gene NEO = NEO gene 
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FIGURE 3 D-P 
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cellules = cells ftgore 1 1 
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FIGURE 12 

cellules = cells 

peptide natriuretique = natriuretic peptide 
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FIGURE 13 



secretion d'ET-l = secretion of ET-1 
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FIGURE 14 

nombre de cellules = number of cells 

Intensite de fluorescence = intensity of fluorescence 
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